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NEDERLANDSE SAMENVATTING
Tijdens de radiotherapeutische behandeling van hoofd- en hals kanker liggen de speek-
selklieren vaak onvermijdelijk in het bestralingsgebied. Hierdoor kunnen deze patiënten gaan 
lijden aan symptomen gerelateerd aan speekselklierdysfunctie. De straling geïnduceerde schade 
aan de speekselklieren is onomkeerbaar en blijft de rest van het leven bestaan. Tot op heden 
is er geen remedie gevonden om de door straling beschadigde speekselklieren te herstellen. 
Stamceltherapie zou een mogelijke optie kunnen zijn om deze patiënten te verlossen van slecht 
functionerende speekselklieren.  Om een dergelijke behandeling mogelijk te maken moeten we 
echter eerst de speekselklierstamcel identificeren en karakteriseren.  In dit proefschrift zijn de 
speekselklieren van knaagdieren gebruikt om speekselklier stamcellen te identificeren, tech-
nieken te ontwikkelen ter karakterisering en om hun potentie om schade aan de speekselklieren 
te voorkomen te  bepalen. 
Identificatie van mogelijke stamcellen van de speekselklier
In de meeste weefsel wordt de stamcel geïdentificeerd doordat deze relatief latent is, 
instaat is zichzelf te vernieuwen, alle cellen van het weefsel kan vormen en zich in een gespe-
cialiseerde niche bevindt. Adulte stamcellen uniek voor elk weefsel kunnen met behulp van 
verschillende methoden gekarakteriseerd worden. In snel delend weefsel  zoals huid en beenmerg 
kunnen de stamcellen worden herkent doordat ze in een toestand van rust of inactiviteit verkeren. 
Hierdoor kunnen ze DNA of membraan specifieke labels behouden die na/door celdeling in an-
dere cellen verdunt worden of verloren gaan1.  In de muizen dunne darm zijn verschillende stam 
cellen gesuggereerd zijnde de lgr5+ cellen in de bodem van de crypt en de zogenaamde positie 
cellen/BMI1+ cellen. Uiteindelijk bleken de lgr5+ cellen de mitotisch actieve, Wnt gevoelige 
cellen dunne darm stamcellen te zijn terwijl BMI+ cellen de latente Wnt ongevoelige stamcellen 
te zijn, die ook nog resistent zijn tegen hoge doses straling. In ander weefsel zoals borstklier 
en prostaat weefsel werd gekozen voor een oppervlakte marker aanpak. Hierbij wordt een cel 
gelabeld met een antilichaam tegen eiwitten die specifiek op stamcel membranen tot expressie 
gebracht zouden worden.  Aldus werden stamcel kandidaten gevonden die eiwitten CD24, CD29 
en/of CD49f tot expressie brengen. 
In dit proefschrift is gekozen voor een dergelijke oppervlakte marker aanpak om de 
stamcellen van de speekselklier van de muis  te identificeren. In een voorgaande studie werd 
aangetoond dat speekselklier stam/voorloper (progenitor) cellen in culture sferen kunnen vormen 
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(primaire salisferen).  In deze studie werd gesuggereerd dat uit salisferen afkomstige cellen die 
de c-Kit marker tot expressie brachten potentiele stamcellen zijn omdat ze instaat waren om 
speekselklieren deels te regenereren na stralingsschade. 
In Hoofdstuk 2 is verder gekeken of ander bekende klieren stamcelmarkers naast c-Kit 
zoals CD24, CD133 en CD49f  tot expressie brengende cellen karakteristieken bezitten die 
wijzen op stamceleigenschappen.
In dit hoofdstuk wordt beschreven dat het kweken van speekselklier cellen in primaire 
sferen voor een verrijking zorgt van cellen die stamcel markers tot expressie brengen. In een 
poging om de meest potente stamcel te identificeren moeten potentiele stamcelmarkers, c-Kit+, 
CD24+/CD29+, CD133+ en CD49f + tot expressie brengende cellen worden getest voor essentiële 
karakteristieken die stamcellen onderscheiden van gewone cellen. Het gebrek aan in vitro of in 
vivo methoden om de functionaliteit van mogelijke stamcellen te testen heeft echter het proces 
van identificatie van speekselklier stamcellen vertraagd. Daarom is eerst het eerder ontwikkelde 
in vivo model van straling geïnduceerde hyposalivatie geoptimaliseerd. In dit model worden 
lokaal de speekselklieren bestraald met 15Gy Röntgen stralen hetgeen een hyposalivatie indu-
ceert gelijkend op die van de patiënt. Een maand later worden groen fluorescerende eiwit (GFP) 
bevattende vermeende stamcel populatie getransplanteerd door injectie in de klier. Voor en op 
gezette tijden na bestraling wordt de speekselvloed gemeten als een maat van speekselklier 
functie. Verbetering in functie reflecteert weefsel regeneratie. 
Aldus werden van primaire sferen afkomstige CD24+, CD133+, CD49f + en CD24+/
CD29+ marker tot expressie brengende cellen getransplanteerd in bestraalde muizen speekselk-
lieren. De toename aan speekselvloed in muizen getransplanteerd met 10,000 CD24+/CD29+ 
cellen wees er op dat deze klieren beter functioneerden dan alleen bestraalde klieren of klieren 
van muizen die getransplanteerd waren met 10,000 CD133+ of 134,000 CD49f+ cellen. Gezien 
het feit dat 10,000 CD24+/CD29+ cellen in staat waren om straling geïnduceerd hyposalivatie in 
de muis te voorkomen suggereert de aanwezigheid van potente stamcellen in deze cel populatie. 
Het is echter onwaarschijnlijk dat de CD133+ en CD49f+ cel populaties in redelijke mate stam-
cellen bevatten aangezien vergelijkbare aantallen CD133+ cellen of hogere aantallen CD49f+ 
cellen onvoldoende herstel van speekselvloed gaven. 
Stamcel transplantatie
Het primaire doel van stamcel transplantatie is het herstellen van de functie van bes-
chadigd weefsel door het vormen van nieuwe gedifferentieerde/functionele cellen en/of cellen 
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die voldoende van deze cellen kunnen produceren voor een onbepaalde tijd.  Handhaving van 
het aantal epitheliale cellen in gezond weefsel is echter mede afhankelijk van de aangrenzende 
endotheel cellen, bloedvaten, neuronale innervatie en de als gevolg daarvan toevoer aan nutriënten 
en groeifactoren nodig voor de communicatie tussen cellen. Straling beïnvloed al deze factoren 
met als gevolg een verstoring van de homeostase en functionele achteruitgang van het weefsel. 
Het is dus belangrijk om de effecten van stamcellen transplantatie op weefsel homeostase te 
onderzoeken hetgeen gedaan is in Hoofdstuk 3. Eerdere onderzoek heeft aangetoond dat stamcel 
transplantatie in door straling beschadigd weefsel regeneratie induceert van functioneel acinair 
weefsel. Dit is eerst bevestigd na transplantatie van c-Kit+ of subpopulaties van c-Kit+ cellen 
waarbij waargenomen werd dat de functie van de  bestraalde speekselklier in zekere mate hersteld 
was.  Verdere analyse van de generale morfologie van de klieren liet zien dat nieuwe van de 
donor cellen afkomstige afvoerkanaal cellen gevormd werden, met herstel van het aantal cellen 
die stamcelmarkers tot expressie brengen, indicatief voor een in potentie herstelde weefsel ho-
meostase. Tevens werd er interessant genoeg een vermindering in straling geïnduceerde fibrose 
(litteken vorming) en ontstekingsreactie  waargenomen alsmede een genormaliseerd bloedvat-
stelsel, allen indicatief voor een gezonder weefsel structuur. Deze resultaten ondersteunen het 
feit dat stamcellen weefsel homeostase kunnen herstellen hetgeen nodig is voor een langdurig 
herstel en onderhoud van beschadigd weefsel. Op dit moment is het echter onduidelijk of de 
stamcellen hier alleen verantwoordelijk voor zijn of dat cytokines rijgemaakt door stamcellen 
of buurcellen een endogene stimulatie geven van homeostase regulerende signaal routes. Pre-
liminaire resultaten lijken te wijzen op het laatste. 
Tot hier toe hebben we kunnen aantonen dat mogelijk stamcel kandidaten getest kunnen 
worden met behulp van een straling geïndiceerde hyposalivatie muizen model (Hoofdstuk 2) en 
dat het getransplanteerde weefsel geanalyseerd kan worden om de mate van herstel te beoordel-
en (Hoofdstuk 3). Hiervoor zijn echter grote hoeveelheden proefdieren voor nodig en het kost 
veel tijd. Kortdurende in vitro assays die een groot aantal condities kunnen screenen zou zeer 
bevorderlijk zijn om de identificatie van de speekselklier stamcel te versnellen, alsmede om 
stamcel eigenschappen zoals zelfvernieuwing en differentiatie en mogelijkerwijs ook expansie 
te bestuderen.  
In vitro methoden om stamcel kandidaten te screenen
De gouden standaard voor de identificatie van stamcellen binnen de stamcelbiologie 
is het aantonen van de in vivo regeneratieve/reparatie potentie. Maar zoals al boven genoemd 
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heeft dit zijn beperkingen. Daarom hebben we in dit proefschrift beschreven hoe we een korte 
termijn in vitro assay hebben ontworpen waarbij we kwantitatieve informatie van een te testen 
cel populatie kunnen verkrijgen die we kunnen screenen voordat we verder gaan met in vivo 
experimenten. Op deze manier verkrijgen we niet alleen meer informatie maar reduceren we ook 
het aantal te gebruiken proefdieren waarbij we de ethiek van dierexperimenten tevredenstellen.
In Hoofdstuk 4 wordt zelf-vernieuwing en differentiatie van vermeende stamcellen 
aangetoond met in vitro assays.  Allereerst worden enkelvoudige cellen uit primaire sferen 
geïsoleerd en uitgezaaid in een op matrigel gebaseerde matrix. Dit maakt het mogelijk om op 
het niveau van een enkele cel zelf-vernieuwing potentie gemeten als het instaat zijn om een 
secondaire sfeer te maken vast te stellen. Onze resultaten tonen aan dat CD24+ en CD49f+ cellen 
in grotere mate in staat zijn om secundaire sferen te vormen, vergeleken met ongefractioneerde, 
CD133+ of c-Kit+ cellen. Hierna werden secondaire sferen weer in enkelvoudige cellen verdeelt en 
opnieuw uitgezaaid om tertiaire, quartaire etc. sferen te vormen.  Deze procedure stel ons instaat 
om de sfeer vormende vermogen te kwantificeren en hierop cellen te selecteren. Met deze assay 
kunnen we c-Kit+, CD24+, CD133+ en CD49f+ cellen in zelfvernieuwing condities doorzetten 
voor meer dan 5 passages. De CD24+ en CD49f+ cellen laten een beter sfeervormende potentie 
zien hetgeen suggereert dat deze cel populaties beter in staat zijn om stam/voorloper (progenitor) 
cellen zichzelf te laten vernieuwen. Verdere testen van de differentiatie potentie van deze cellen 
zou ze beter kunnen karakteriseren. 
Om een beschadigd weefsel te kunnen onderhouden en herstellen moeten stamcellen 
instaat zijn cellen te produceren die in alle verschillende types cellen van het weefsel kunnen 
differentiëren. Om deze eigenschappen te onderzoeken werden uit een enkele cel afkomstige 
secondaire sferen onder differentiatie inducerende condities in vitro gekweekt. Om deze meth-
ode te ontwikkelen was er nogal wat optimalisatie nodig, maar uiteindelijk zijn we instaat 
gebleken om structuren te laten groeien die duidelijk de uiterlijke kenmerken vertoonden van 
speekselklieren. We hebben laten zien dat sferen een enorme morfologisch verandering kunnen 
ondergaan van een afgeronde vorm naar een 3-dimensionale structuur gelijkend op het weefsel 
(organoiden of mini-klieren) bestaande uit uitgestrekte ductale verlengingen (ductale organoiden) 
en compacte lobulaire structuren (lobulaire organoiden). Vervolgens hebben we met confocale 
microscopie, immuno-histochemie en gene-expressie profielen kunnen aantonen dat er inderdaad 
diverse soorten gedifferentieerde speekselkliercellen  in de organoiden aanwezig waren. Van de 
geteste stamcel kandidaten bleken, ongefractioneerde en CD24+ cellen relatief veel organoiden 
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te vormen hetgeen suggereert dat deze populatie stam/progenitor cellen bevatten die in staat zijn 
om te differentiëren in alle verschillende celtypes van de speekselklier. Deze celtypes zijn dan 
ook kandidaten om in vivo getest te worden of ze in staat zijn om een beschadigde klierfunctie 
te herstellen. 
In Hoofdstuk 2 wordt aangetoond dat c-Kit+ en CD133+ cellen in staat waren om de in 
vivo functie van door straling beschadigde te herstellen, terwijl CD24+ cellen alleen een signifi-
cante verbetering lieten zien als ze werden geselecteerd in combinatie met CD29+ cellen, terwijl 
CD49f+ cellen geen herstel konden induceren. Met deze kandidaat stamcellen werd getest of 
dezelfde effecten waargenomen konden worden in onze nieuw ontwikkelde in vitro assay. Deze 
experimenten lieten zien dat CD49f+ cellen ondanks dat ze wel instaat zijn zichzelf in enige mate 
te vernieuwen geen significante differentiatie lieten zien (Fig.6, Hoofdstuk  4), hetgeen overeen 
komt met het gebrek aan in vivo gevonden effecten (Fig.4, Hoofdstuk 2). Bovendien, bleken 
CD24+ cellen wel instaat zichzelf te vernieuwen en te differentiëren, beide karakteristieken van 
stamcellen (Fig.6, Hoofdstuk 4), wat overeenkomt met de in vivo data die een significant herstel 
lieten zijn indien de selectie met CD29 gecombineerd werd. (Fig.4, Hoofdstuk 2). Deze resultaten 
suggereren dat, de in dit hoofdstuk beschreven in vitro assays de stamcellen activiteit van indiv-
iduele cellen kunnen bepalen als hun vermogen om te zichzelf te vernieuwen en differentiëren. 
Dit kan helpen om de potentiele speekselklier stamcellen beter te begrijpen en te karakteriseren.
Kortom, de in dit proefschrift beschreven assays kunnen niet alleen zorgen voor een 
snelle, betrouwbare screeningsmethode van stamcel kandidaten voor transplantatie, maar kun-
nen ook leiden tot bredere toepassingen (zie future perspectives) om meer inzicht te krijgen in 
de mechanismen verantwoordelijk voor speekselkliercellen “stemness”  en differentiatie zoals 
vertakking morfogenese. De ontwikkeling van deze relatief snelle in vitro bepalingen kan aldus 
worden beschouwd als een doorbraak op het gebied speekselklier stamcelbiologie.
Expansie van volwassen stam/voorlopercellen 
Aangezien CD24 geïdentificeerd is als potentiële stamcel marker in Hoofdstuk 4, werd 
deze gebruikt, in analogie met de borstklier, in combinatie met expressie van CD29 om te 
zoeken naar nog potentere populaties. Hoewel CD24/CD29 positieve cellen stamcel-achtige 
cellen lijken te bevatten (Hoofdstuk 2), is het onwaarschijnlijk dat al deze cellen speekselklier 
stamcellen zijn, en lijkt verrijking van deze populatie mogelijk. Met behulp flowcytometrische 
analyse konden we vier subgroepen binnen CD24/CD29 cel populatie  onderscheiden, nameli-
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jk CD24hi/CD29lo, CD24hi/CD29hi, CD24med/CD29hi en CD24hi/CD29lo subpopulaties. Deze 
subgroepen zijn niet zo gemakkelijk te onderscheiden als die gevonden in borstklierweefsel, 
daarom werd een arbitraire selectie-strategie gebruikt om afzonderlijke subsets van deze cellen 
te isoleren. Eenmaal geïsoleerd als enkele cellen, werden de vier subgroepen getest op hun 
zelf-vernieuwing en differentiatie potentieel met behulp van de in hoofdstuk 4 beschreven in 
vitro assays (Hoofdstuk 5). De resultaten toonden aan dat CD24hi/CD29hi cellen een aanzienlijk 
hoger secundair-sfeer vormend vermogen hadden en in staat waren om zichzelf voor meer dan 
5-passages konden vernieuwen. Dit terwijl CD24med/CD29hi cellen niet voor meer dan 4 -pas-
sages konden worden gehandhaafd.  Interessant genoeg konden CD24med/CD29hicellen alleen 
ductaal organoids vormen, terwijl CD24hi/CD29hi cellen zowel ductale als lobulaire organoids 
konden vormen en dus een multi-differentiatie potentieel hebben. Deze resultaten laten zien dat 
de CD24hi/CD29hi cel populatie waarschijnlijk de meest potente stamcellen bevatten die in staat 
zijn tot in vitro zelfvernieuwing en differentiatie.
De beperkte beschikbaarheid van en het zeer lage aantal potentiële stamcellen die 
kunnen worden verkregen uit patiënt-biopsie materiaal remt de vooruitgang in het onderzoek 
naar menselijke speekselklier stamcellen. Daarom is het van eminent belang om strategieën te 
ontwikkelen om van patiënt-biopsie afgeleide cellen te kunnen expanderen, zodat er voldoende 
cellen van hoge kwaliteit beschikbaar komen voor wetenschappelijk onderzoek en voor autologe 
stamceltransplantatie ter behandeling van patiënten. Echter, expansie van functionele adulte 
stamcellen is een van de grootste uitdagingen op het gebied van volwassen stamcellen biologie. 
Vandaar dat we in dit proefschrift hebben we getest of de CD24hi/CD29hi cel populatie 
zou kunnen worden geëxpandeerd en belangrijker nog  functioneel zou dergelijke na expansie. 
Het kweken van primaire-sferen afgeleide CD24hi/CD29hi cellen voor meer dan 7-passages 
werd een zeer aanzienlijke expansie van cel aantallen waargenomen zeker in vergelijking met 
niet-geselecteerde cellen (Hoofdstuk 5). Tevens bleek dat de geëxpandeerde cellen wanneer 
getransplanteerd in door straling beschadigde speekselklieren, in staat waren om de verminderde 
speekselvloed op zeer consequente manier aanzienlijk te verbeteren. Dit effect bleek beter dan 
dat wat voor elk ander celtype getest met dezelfde cellulaire dosis tot dusver gevonden was. 
Muizen getransplanteerd met late passage (passage-13) cellen vertoonde een verbeterde en meer 
homogeen herstel van de speekselproductie, dan met vroege passage cellen (passage-2) getrans-
planteerd dieren. Dit geeft aan dat seriële passage van CD24hi/CD29hi cellen niet alleen meer 
sfeer vormende cellen bevatten, maar ook verrijkt zijn in functionele stamcellen die  bestraalde 
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speekselklieren kunnen reconstrueren.
Om de signaal routes die betrokken zijn bij de verrijking van stamcellen in cultuur te 
begrijpen, werd een genoom brede genexpressie analyse van deze cellen uitgevoerd. De hieruit 
verkregen resultaten suggereren dat mogelijke Wnt- en Hedgehog signaal routes een rol spelen, 
welke in verband worden gebracht met de regulering van stamcellen van andere volwassen 
weefsels. Echter, elk gen dat betrokken zou kunnen zijn moeten opnieuw worden getest op hun 
regulerende werking in het proces van stamcel expansie en verrijking (zie Future perspectives). 
Bevestiging van de betrokkenheid in het proces van zelf-vernieuwing en expansie van deze 
routes kan leiden tot mogelijkheden om deze te manipuleren en zou dus nuttig kunnen zijn voor 
de ontwikkeling van een klinische toepassing.
Wijze van stamceltransplantatie 
Om belangrijke aspecten van klinische transplantatie te onderzoeken werd er een groter 
diermodel ontwikkeld, die de haalbaarheid van stamcel transplantatie en een potentieel betere en 
gemakkelijker levering van stamcellen aan de patiënten zou kunnen aantonen. Het voordeel van 
een ratten model is dat we net zoals bij mensen een toegang hebben tot zowel glandula parotis als 
de glandula submandibularis. Hierdoor kunnen we de methode van  retrograde ductale injectie 
van stamcellen testen hetgeen een potentieel klinisch interessante manier zou kunnen zijn voor 
de behandeling van patiënten. 
Eerst moesten de stam/progenitor cellen van de speekselklieren van ratten geïsoleerd 
worden. Alhoewel muizen primaire sfeer medium met succes kan worden gebruikt om van de 
ratten glandula submandibularis sferen te verkrijgen, is het wellicht niet geschikt voor het kwek-
en glandula parotis cellen van ratten. In Hoofdstuk 6 werd het kweekmedium geoptimaliseerd 
en aldus konden primaire salisferen van zowel de ratten parotis als submandibularis klieren 
verkregen worden. Daarnaast werd aangetoond dat zowel de parotis en submandibularis klier 
primaire salisferen cellen bevatten die in staat zijn om zelf-vernieuwing en te differentiëren. 
Verder hebben we middels immuno-histochemie en flow cytometrie  getest of er cellen aanwezig 
waren die stamcel markers tot expressie brengen. De resultaten toonden aan dat, vergelijkbaar 
met de verkregen resultaten uit ons muis model, CD24, CD133 en c-Kit stamcel markers tot 
expressie worden gebracht in rat speekselklier duct cellen en dat deze cellen verrijkt zijn in de 
gekweekte salisferen. 
We weten van ons muismodel dat transplantatie van stamcellen door directe injectie het 
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slechtere functioneren van de klieren kan verminderen. Dit betekent echter niet dat dit in alle 
situaties tot een uniforme distributie en juist lokalisatie van cellen in de getransplanteerde muis 
leidt. Bij patiënten, is een intra-glandulaire transplantatie middels random injectie niet ideaal 
vanwege de complexiteit van de klier en de noodzakelijke te volgen chirurgische procedure. 
Echter, parotis en submandibularis klier afvoerkanalen komen rechtstreeks uit in de mondholte 
in de wang en onder de tong. Deze zijn eenvoudig bereikbaar door de mond. Aangezien deze 
afvoerkanalen mogelijk de niche voor de stamcellen zijn, werd er getest of retrograde af lever-
ing van stamcellen in de afvoerkanalen een efficiënte transplantatie methode zou kunnen zijn. 
Aldus werden van primaire-salisferen afkomstige ongeselecteerde of c-kit tot expressie 
brengende cellen retrograad getransplanteerd in de lokaal bestraalde submandibularis en parotis 
klieren van ratten. Deze experimenten zijn nog niet afgelopen maar voorlopige resultaten laten 
enig herstel van speekselklier functie zien  die echter niet hetzelfde is wanneer er vergelek-
en wordt met directe intra-glandulaire injecties. Daarom ondersteunen onze bevindingen op 
dit moment niet een mogelijke retrograde injectie van cellen als een superieur transplantatie 
methode. Alternatieve werkwijzen voor transplantatie zullen dus gezocht moeten worden, zoals 
bijvoorbeeld echo geleide injectie van cellen in de afvoerkanalen. Dit zal echter getest moeten 
worden in grotere diermodel.
De in dit proefschrift beschreven bevindingen bereiden weg voor een snelle massale 
screening van stamcel kandidaten voor eigenschappen als zelfvernieuwing capaciteit, differ-
entiatie en expansie potentieel. Vervolgens kunnen betrokken genen, en signaalroutes bepaald 
worden waardoor een mogelijke snelle detectie en manipulatie van humane stamcellen mogelijk 
zou moeten zijn.
De kennis verkregen door mijn promotie onderzoek en beschreven in dit proefschrift 
kunnen vervolgens  gebruikt worden voor het testen van isolatie, preservatie en transplantatie 
van humane speekselklier cellen. Hopelijk zal in de zeer nabije toekomst leiden tot een fase-I 
klinische studie ter voorkoming van straling geïnduceerde xerostomie, welke mogelijk resulteert 
in een verbetering van de kwaliteit van leven. Vooralsnog zal deze methode alleen toepasbaar zijn 
als autologe transplantatie voor patiënten met een risico op straling geïnduceerde hyposalivatie, 
maar wellicht kan er in de toekomst gedacht worden aan een allogene transplantatie bij patiënten 
die lijden aan andere speekselklier ziekten veroorzaakt door bijvoorbeeld auto-immuunziekte 
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